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ABSTRACT
Explants of over 28 years old Pinus leiophylla trees from a sexual seed orchard obtained to establish and multiply in vitro. 
In the establishment phase branch bud and epicormic shoot explants (ES) tested in a MS medium, both from mature 
sources. In the multiplication phase, three concentrations of a cytokinin-auxin mixture in 10:1 ratio, as well ES explants 
from mature trees contrasting their response whit same explant type but juvenile sources (2 years old). At 30 days, the 
43% in vitro establishment from ES shoots was achieved. In the multiplication phase, both explant sources (juvenile and 
mature) induced 20% adventitious shoots, however, the best response of explant length growth, number and length 
variables of adventitious shoots was from explants of juvenile explants whit 1.4 cm, 4 and 4.4 mm, respectively. Media 
whit PGR induced 15-35% development of adventitious shoots while the medium without PGR did not induce these 
structures.
Keywords: Epicormic shoots, explants, auxins, cytokinins, adventitious shoots.
RESUMEN
Explantes de árboles de más de 28 años de edad de Pinus leiophylla de un huerto semillero sexual fueron colectados 
para establecerse y multiplicar in vitro. En la fase de establecimiento se probaron explantes de yemas de ramas y 
brotes epicórmicos (BE) en un medio MS, ambos de fuentes maduras. En la fase de multiplicación se probaron tres 
concentraciones de una mezcla de citocinina-auxina (BA-ANA) en proporción 10:1, así como explantes de BE de árboles 
maduros, contrastando su respuesta con el mismo tipo de explantes, pero de fuentes juveniles (2 años). A los 30 días, se 
obtuvo el 43% de establecimiento in vitro a partir de BE. En la fase de multiplicación ambas fuentes de explantes (maduro 
y juvenil), indujeron el 20% de brotes adventicios, sin embargo, la mejor respuesta en las variables de crecimiento en 
longitud del explante, número y longitud de brotes adventicios fue a partir de explantes de árboles juveniles con 1.4 cm, 
4 y 4.4 mm, respectivamente. Los medios con reguladores de crecimiento vegetal (RCV) indujeron el desarrollo de brotes 
adventicios de 15-35%, mientras que el medio sin RCV no indujo estas estructuras.
Palabras clave: Brotes epicórmicos, explantes, auxinas, citocininas, brotes adventicios.
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INTRODUCCIÓN
En coníferas el cultivo de te-jidos in vitro es 
una alternativa para la propagación de genotipos selec-
cionados que poseen alguna característica de alto valor 
económico o ecológico, al capturar de forma efectiva su 
ganancia genética (Cortizo et al., 2009). En los últimos 
años una gran cantidad de especies de coníferas ha sido 
micropropagada, pero en la mayoría de estas investiga-
ciones que han tenido éxito se utilizaron explantes de 
fuentes juveniles (Parasharami et al., 2003). Sin embargo, 
muchas de las características de interés no pueden ser 
evaluadas hasta que los árboles llegan a la fase de ma-
durez, reduciendo el potencial de propagación del árbol 
(Greenwood, 1995). 
A pesar de los considerables esfuerzos en la investiga-
ción, la mayoría de las gimnospermas todavía son con-
sideradas como extremadamente difícil de micropropa-
gar en individuos de más de un año de edad (Selby et 
al., 2005). El establecimiento y la inducción de brotes 
adventicios son las primeras etapas en la micropropa-
gación. Sin embargo, para árboles maduros de coní-
feras han sido pocos los trabajos que han tenido éxito 
(Cortizo et al., 2009; De-Diego et al., 2008; Parashara-
mi et al., 2003; Selby et al., 2005). De acuerdo con Bon-
ga (1981), la micropropagación en árboles maduros es 
posible solo cuando tienen rebrotes en el tocón u otras 
fuentes de tejido juvenil disponibles; por lo tanto, los 
brotes epicórmicos (BE) proporcionan material vegetal 
con características juveniles, para establecer un cultivo 
aséptico de árboles adultos (López et al., 2003). Existen 
algunas especies de pino que producen BE, como es 
el caso de Pinus leiophylla (Jiménez y Zwiazek, 2014). 
Por lo tanto, el objetivo de esta investigación es el es-
tablecimiento y multiplicación in vitro de explantes de 
árboles maduros de P. leiophylla de un huerto semillero 
sexual (HSS).
MATERIALES Y MÉTODOS
Fase de establecimiento
Se probaron 2 tipos de explantes: yemas terminales (YT) 
y brotes epicórmicos (BE). Los árboles donantes, de más 
de 28 años de edad, se seleccionaron en el HSS de P. 
leiophylla que se estableció en 1991 en el Colegio de 
Postgraduados Campus Montecillo, en Montecillo, Tex-
coco, Estado de México para generar germoplasma to-
lerante a factores adversos (Jasso et al., 1993). Las YT se 
colectaron en marzo, del primer tercio de la copa; pre-
sentaron 4 cm de longitud y 5 mm de diámetro en pro-
medio, con las escamas cerradas y sin acículas (Figura 
1a y b). Los BE se colectaron de los tallos de los árboles 
seleccionados, en los primeros 2 m respecto a la base. 
Estos brotes presentaron 1.5 cm de longitud y 1.3 mm 
de diámetro, en promedio y con hojas primarias; tallo 
suculento, sin aparente lignificación y con yema primaria 
funcional (Figura 1e-g). El cultivo in vitro se realizó en el 
laboratorio de biotecnología del CENID-COMEF del INI-
FAP, en la Ciudad de México.
En las YT, las escamas se removieron manualmente 
para evitar daños en el tejido (Figura 1c) y en los BE, las 
hojas primarias cercanas al tallo principal se recortaron 
(Figura 1h). 
El material vegetal se lavó cuatro veces, tallando con 
agua y jabón líquido comercial y se enjuagaron con 
agua corriente; se colocaron en una solución con 
Figura 1. Explantes de árboles adultos de P. leiophylla. a) y b) explantes de yema, c) yemas sin escamas, d) yema cultivada in vitro, e) árbol donador, 
f) y g) Brotes epicórmicos, h) preparación de explantes, i) Brote epicórmico cultivado in vitro.
a) b) c) d) e)
f) g) h) i)
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Captan® (3 g L1) durante 90 min y se en-
juagaron 2 veces con agua destilada; se 
trataron con etanol al 70 % durante 1.5 min 
y se enjuagaron 3 veces con agua destila-
da estéril; en seguida, se sumergieron du-
rante 10 min en hipoclorito de sodio co-
mercial al 30 %, adicionándole 200 l L1 
de Tween® 20 de SIGMA®. En la campana 
de flujo laminar se enjuagaron 5 veces con 
agua destilada estéril. 
El medio base para los explantes fue: 4.43 g L1 MS (Mu-
rashige y Skoog, 1962) con vitaminas (MS), adicionado 
con 30 g L1 de sacarosa (D-SUCROSE®) y 8 g de agar 
(Agar Plant®) de Phyto Technology Laboratories®, con 
pH de 5.7 y esterilizado en autoclave, en tubo de ensayo 
de 25100 mm.
Se hizo un corte en la base del explante, tanto para YT 
como para BE, para ajustar la longitud a 1.5 cm y se 
colocó en el medio de cultivo; el tubo de ensayo se 
selló con vitafilm y se etiquetó para llevar el control del 
experimento. Los cortes se hicieron con instrumentos 
de disección (bisturí no. 21 y pinzas) sobre cajas Petri.
Los cultivos se incubaron en ambiente controlado, con 
temperatura de 242 °C y fotoperiodo de 16 horas luz, 
producidas por lámparas de alógeno con una intensidad 
lumínica de 56.1 µmol m2 s1 y 8 horas de oscuridad. 
Durante un mes se realizaron evaluaciones, una vez por 
semana, para determinar el porcentaje de establecimien-
to in vitro (vivos y muertos) y porcentaje de contamina-
ción (hongo o bacteria) y oxidación.
Fase de multiplicación
Esta fase se realizó con BE de árboles del huerto de 
P. leiophylla (árboles maduros) y de árboles de 2 años 
(juveniles) producidos en vivero. La colecta y desinfec-
ción del material vegetal, así como la preparación de los 
explantes y medios de cultivos se realizaron como se 
mencionó en la fase anterior. Para la multiplicación se 
probaron 4 tratamientos: tres medios de cultivo MS con 
diferentes niveles de citocinina (Benciladenina, BA) y au-
xina (Ácido naftalenacético, ANA), en proporción 
10:1 en volumen y un testigo, sin reguladores de 
crecimiento vegetal (RCV) (Cuadro 1).
El cultivo de los explantes se realizó con las mis-
mas condiciones de incubación que la fase de 
establecimiento. Cada semana se evaluó el nú-
mero de explantes vivos y muertos, para determinar el 
porcentaje de contaminación; en los explantes vivos se 
evaluó: número y longitud de los brotes adventicios (Ba) 
y % de inducción de Ba.
Diseño experimental
Los experimentos siguieron un diseño completamente 
al azar. En la fase de establecimiento se utilizaron 120 
repeticiones. En la fase de multiplicación el diseño fue 
factorial 24 (dos edades del árbol donador y 4 me-
dios de cultivo), con 10 repeticiones. Se realizó análisis 
de varianza y comparación múltiple de medias de Tukey 
(P0.05), en el programa (Statistical Analysis System 9.00 
[SAS, 2002]). Las variables de porcentaje y los conteos se 
transformaron de acuerdo con el procedimiento descri-
to por Sampayo et al. (2016).
RESULTADOS Y DISCUSIÓN
Fase de establecimiento
En la última evaluación se encontró que todos los ex-
plantes de yemas terminales (YT) murieron por diversos 
factores de contaminación, mientras que, para los ex-
plantes de brotes epicórmicos (BE) se obtuvo 43 % de 
establecimiento efectivo (Cuadro 2).
Establecimiento de yemas (YT). Son pocos los estudios 
que reportan éxito en el establecimiento in vitro de ár-
boles adultos de coníferas utilizando yemas apicales o 
axilares como explantes: De-Diego et al. (2008) en Pinus 
pinaster con árboles de 20 años, Cortizo et al. (2009) en 
Pinus pinea de 20-25 años, Parasharami et al. (2003) en 
Pinus roxburghii de 30 años y Selby et al. (2005) en Picea 
sitchensis de 2-33 años, lo cual contrasta con lo obteni-
do en este estudio.
Cuadro 1. Medios de cultivo utilizados en la fase de establecimiento in vitro de bro-
tes epicórmicos de árboles maduros y juveniles de P. leiophylla.
Medio de cultivo Nombre
Concentración 
de BA (M)
Concentración 
de ANA (M)
MS1 Testigo - -
MS2 Concentración baja 4.44 0.54
MS3 Concentración media 8.88 1.07
MS4 Concentración alta 17.76 2.15
Cuadro 2. Respuesta de establecimiento in vitro de dos tipos de explantes de 
árboles maduros de P. leiophylla a los 30 días de su cultivo.
Tipo de 
explante
Explantes no establecidos (%) Explantes 
establecidos (%)Hongo Bacteria Oxidación Total
YT 8 29 63 100 0
BE 49 5 3 57 43
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De acuerdo con los resultados, el principal factor de 
mortalidad de explantes de YT fue la oxidación de teji-
dos. En el medio de cultivo se formó un “halo”, en la base 
del explante (Figura 2 b y c), ocasionado por la liberación 
de exudados y en los primeros 5 días de su cultivo, la 
mayoría de los explantes comenzaron a perder su co-
lor verde hasta oscurecerse totalmente. Tang y Newton 
(2004) indican que la oxidación se debe a la producción 
de exudados que pueden llegar a ser fitotóxicos para el 
explante. Aunque su naturaleza no es precisa, se conoce 
que son una mezcla compleja de sustancias fenólicas. El 
grado de oxidación depende del contenido de fenoles y 
estos se presentan en mayor cantidad en leñosas madu-
ras (Pirttilä et al., 2008). 
La muerte de YT ocasionada por hongos y bacterias (Fi-
gura 2 d y e) se pudo deber a que estos agentes conta-
minantes se encontraban adheridos al explante a través 
de la resina, puesto que los árboles donadores crecen 
directamente en campo y están expuestos a plagas, en-
fermedades y polvo (Hernández y González, 2010). Las 
bacterias pueden colonizar el interior del explante, lo 
que hace difícil detectarlos y eliminarlos, puesto que es-
capan de la esterilización superficial (Pirttilä et al., 2008). 
Los hongos se pudieron presentar porque es común que 
colonicen hojas, madera y corteza de los árboles donan-
tes (Pirttilä et al., 2003).
Establecimiento de brotes epicórmicos (BE). Los explan-
tes de árboles maduros, a los 7 días presentaban las mis-
mas condiciones que al momento de su cultivo; a los 15 
días algunos explantes comenzaron a emitir fascículos; a 
los 23 días iniciaron la brotación de acículas (Figura 3) y a 
los 30 días algunos ya habían desarrollado acículas nue-
vas e incrementado en longitud, como se muestra en la 
Figura 3f (el color amarillo representa el tamaño inicial y 
el rojo el crecimiento en 30 días).
Las gimnospermas son consideradas extremadamente 
difíciles de micro-propagar cuando pasan de un desarro-
llo vegetativo juvenil a uno reproductivo (Day y Green-
wood, 2011), puesto que sus características morfológi-
cas, fisiológicas, anatómicas y bioquímicas son distintas 
y afectan significativamente la propagación de las plan-
tas (Baccarin et al., 2015). Bonga (2016) determinó que 
el cultivo in vitro de árboles maduros es posible cuando 
se emplea tejido con características juveniles, como son 
los BE (Hartmann et al., 2011).
Figura 2. Establecimiento in vitro de yemas apicales de árboles adultos de P. leiophylla. a) primer día de cultivo, b) y c) oxidación de yemas, d y e) 
contaminación por bacteria.
a) b) c) d) e)
Figura 3. Establecimiento in vitro de BE de árboles adultos de P. leiophylla. a) Primer día de cultivo, b) 7 días, c) 15 días, d) 23 días, e-m) 30 días.
a) b) c) d) e) f) g)
h) i) j) k) l) m)
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Son pocas las especies de coníferas que presentan de 
forma natural BE como P. leiophylla (Bonga, 2010; Jimé-
nez y Zwiazek, 2014) y todavía son menos los casos en 
los que se ha logrado el establecimiento de este tipo de 
explantes de árboles maduros, tal es el caso de Araucaria 
cunninghamii (Burrows, 1990), Sequoia sempervirens 
(Arnaud et al., 1993), Picea sitchensis (Selby et al., 2005).
Fase de multiplicación
El medio de cultivo tuvo un efecto estadísticamente sig-
nificativo (P0.05) en la inducción de brotes adventicios, 
pero no así la edad de la planta donadora del explante 
(Cuadro 3). 
Factor medio de cultivo. La presencia de BA y ANA en 
el medio de cultivo promovió la inducción de brotes 
adventicios, en contraste con el medio sin estos RCV 
(MS1). Aunque no hubo diferencias estadísticas entre 
las concentraciones de RCV, se observa la tendencia de 
que a mayor concentración de RCV, mayor inducción 
de brotes adventicios en los explantes de P. leiophylla 
establecidos in vitro, esto se debe a que los nutrientes 
del medio de cultivo son asimilados y empleados en la 
producción de brotes nuevos (De-Feria et al., 2009). La 
diferencia entre la concentración media y alta fue menor 
con respecto a la concentración baja, esto se puede de-
ber a que la BA es el RCV más usado en organogénesis 
y su concentración juega un rol importante en la res-
puesta del explante; a este respecto, las concentracio-
nes utilizadas pudieron ser insuficientes para observar di-
ferencias, como en el caso de multiplicación de árboles 
adultos de Pinus brutia y Pinus radiata Zhang et al. (2003) 
aplicaron hasta 25 M de BA para obtener respuesta or-
ganogénica y en este estudio, para P. leiophylla se aplicó 
máximo 17.76 M (MS4). 
Las citocininas son efectivas en la promoción directa o 
indirecta de iniciación de brotes, un balance entre cito-
cininas y auxinas normalmente da una mayor respuesta 
organogénica (Van-Staden et al., 2008), aunque también 
se debe considerar que los efectos varían de acuerdo a 
la concentración y tipo de citocinina y a la respuesta de 
cada especie en particular (De-Feria et al., 2009). 
El medio no tuvo efecto en el número y longitud de bro-
tes adventicios. Sin embargo, Selby et al. (2005) obtuvie-
ron 3 brotes en promedio con 10 M de BA en arboles 
de P. sitchensis de entre 2-33 años, menor a lo obtenido 
para P. leiophylla con 4-5 brotes adventicios por explante 
para los tres medios probados (MS2, MS3 y MS4) (Cua-
dro 3). Por su parte, De-Feria et al. (2009) obtuvieron 7 
brotes adventicios por explante de Pinus caribaea en un 
medio con 6.6 M de BA; De-Diego et al. (2008) ob-
tuvieron mejores resultados, 22 brotes adventicios por 
explante, en Pinus pinaster de más de 20 años al probar 
una concentración de 25 M de BA y al probar 50 M 
de BA solo indujo 17 brotes, lo que indica que también 
existe un umbral límite superior en el que a cierta con-
centración de citocinina va reduciendo su potencial de 
organogénesis.
A pesar de que las diferencias en el crecimiento del ex-
plante no fueron significativas, se observó que en el MS1 
el explante tuvo mayor longitud, con 1.9 cm y en los me-
dios MS2, MS3 y MS4 se observó una tendencia inversa 
entre el crecimiento de los explantes y la concentración 
Cuadro 3. Efecto de los tratamientos probados en el crecimiento del explante, inducción, número y longitud de brotes ad-
venticios y contaminación de P. leiophylla a los 30 días de su cultivo in vitro. 
Factor 
CE
(cm)
Brotes adventicios Contaminación (%)
Inducción (%) Núm. Long. (mm) H B O
Explante
BEAM 0.50.1a 202.3a 21.3a 2.90.5a 7.51.4 2.50.0 251.0
BEAJ 1.40.5a 201.9a 41.0a 4.40.4a 0.00.0 2.50.6 12.52.6
Medio
MS1 1.91.1a 000.0b - - 5.02.6 0.00.0 150.5
MS2 0.70.4a 150.5a 51.1a 3.61.6a 0.00.0 0.00.0 200.3
MS3 0.60.3a 300.0a 41.8a 3.80.1a 0.00.0 102.6 105.3
MS4 0.50.2a 350.3a 41.4a 3.50.6a 105.3 0.00.0 5.02.6
Las letras minúsculas diferentes en columnas, indican diferencias estadísticamente significativas (P0.05). BEAMbrote 
epicórmico de árbol maduro; BEAJbrote epicórmico de árbol juvenil; CEcrecimiento del explante; Núm.número; 
Long.longitud; Hhongo; Bbacteria; Ooxidación; MS1, MS2, MS3 y MS4Murashige Skoog (1962) sin hormonas, con-
centración baja, media y alta, respectivamente.
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de RCV en el medio (0.7, 0.6 y 0.5 cm, respectivamente). 
Esta tendencia se observó en explantes de Pinus caribaea 
cultivados in vitro, al aumentar la concentración de BA 
fue disminuyendo la longitud del explante (De-Feria et 
al., 2009), ya que Van-Staden et al. (2008) mencionan 
que al utilizar altas concentraciones de citocininas, los 
brotes producidos, reducen el desarrollo en longitud del 
explante; debido a que los nutrientes asimilados se em-
plean principalmente en la producción de brotes nue-
vos De-Feria et al. (2009), mientras que cuando están 
ausentes los RCV, los nutrientes son utilizados para el 
crecimiento del explante.
Factor explante. Aunque el explante no mostró efecto 
significativo en las variables evaluadas durante la fase de 
multiplicación, los resultados indican que el crecimien-
to del explante (longitud) de los BEAJ, presentaron 0.9 
cm más que los explantes de BEAM, además tuvieron 
la capacidad de formar brotes adventicios al igual que 
los BEAJ. Los resultados de inducción de brotes adven-
ticios en BEAM son similares a lo obtenido con árboles 
adultos de Sequoia sempervirens (Arnaud et al., 1993), 
Picea sitchensis (Selby et al., 2005) y Quercus robur 
(Martínez et al., 2012). Chang et al. (2001) obtuvieron en 
Taxus mairei, 52 y 49% de inducción de brotes adventi-
cios para árboles maduros y juveniles, respectivamente; 
sin embargo, Lapp et al. (1996) reportan que la tasa de 
producción de brotes adventicios de Pinus monticola 
declinó con la edad del árbol donador y obtuvo 19 a 13% 
de inducción, un resultado por debajo a lo obtenido para 
P. leiophylla.
Los explantes obtenidos de árboles maduros generan 
bajo porcentaje de inducción de brotes in vitro, en com-
paración a otros explantes tales como: embriones sigó-
ticos maduros o inmaduros, cotiledones o semillas, con 
lo que se ha obtenido alta respuesta en la inducción de 
brotes (Parasharami et al., 2003). Alonso et al. (2006) re-
portan 100% de inducción de brotes en Pinus pinea a 
partir de cotiledones; Zhu et al. (2010) obtuvieron 93 % 
con plántulas de 4 semanas de germinación de Pinus 
massoniana, no obstante, muchas de las características 
de interés no pueden ser evaluadas hasta que los árbo-
les llegan a la fase de madurez (Greenwood, 1995). Los 
brotes inducidos en P. leiophylla presentaron caracte-
rísticas externas similares en ambas fuentes (maduros 
y juveniles), con una yema apical para su crecimiento 
primario y el desarrollo de la parte aérea de una nueva 
planta, aunque los brotes adventicios de explantes juve-
niles mostraron más rápidamente el desarrollo de hojas 
nuevas (Figura 4). 
El número de Ba obtenidos para P. leiophylla fue de 
4 para BEAJ y 2 para BEAM. El número de brotes en 
a) b) c) d) e)
f) g) h) i) j) k)
Figura 4. Inducción de brotes adventicios de explantes cultivados in vitro de P. leiophylla. Las imágenes superiores co-
rresponden a explantes de árboles maduros y las inferiores a juveniles. a) MS1, b) MS2, c) MS3, d y e) MS4, f) MS1, g) MS2, 
h) MS3, i-k) MS4.
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árboles maduros es similar a lo obtenido por diversos 
autores: Selby et al. (2005) observó en árboles de Pi-
cea sitchensis de 33 años solamente 2 brotes y de 20 
años, 5 brotes in vitro; Parasharami et al. (2003) en 
árboles de 30 años de Pinus roxburghii obtuvieron 5-6 
brotes adventicios. En contraste, Alonso et al. (2006), 
al utilizar una fuente de explantes ontogénicamente 
juvenil (cotiledones), obtuvieron 33 brotes de Pinus pi-
nea por explante. En cuanto a la longitud de los brotes 
adventicios, los explantes presentaron mayor longitud 
cuando se obtuvieron de árboles juveniles (4.4 mm) 
en comparación con los de árboles maduros (2.9 mm) 
(Cuadro 3).
CONCLUSIONES
Se logró el establecimiento in vitro de BE de árboles de más de 28 
años de edad de Pinus leiophylla en un medio MS. Es-
tos explantes también presentaron una respuesta similar 
a los de una fuente juvenil (2 años) en las variables de 
longitud del explante, inducción, número y longitud de 
brotes adventicios; sin embargo, los explantes de árboles 
juveniles, mostraron los mayores valores promedio en su 
respuesta organogénica. La aplicación de RCV (BA-ANA) 
en el medio, indujo el desarrollo de brotes adventicios 
en comparación con los medios sin RCV. El avance ob-
tenido en esta investigación permitirá continuar dicho 
procedimiento para después de multiplicar el mismo ge-
notipo in vitro, establecer muestras para enraizamiento y 
posterior aclimatación.
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